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研究成果の概要（和文）：スピロプラズマという細菌の全ゲノムをクローニングするため、まずゲノムを
rare-cutterの制限酵素によって切断し、バンドパターンをパルスフィールドゲル電気泳動によって確認した。
次にこれらの切断断片をTAR cloning法を用いて酵母細胞内にクローニングした。得られたクローンをJunction 
PCR、Multiplex-PCR、パルスフィールドゲル電気泳動などの手法によって確認し、多数のポジティブクローンを
得た。ポジティブクローンのインサートの全塩基配列を次世代シーケンス解析により解読した結果、塩基配列の
変異はほとんど認められず、正しい配列がクローニングできていることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Toward cloning of whole genome of a bacterium, Spiroplasma, whole genome of 
this bacterium was extracted and cut by the rare-cutter restriction enzymes. Then patterns of genome
 fragments were analyzed by pulse-field gel electrophoresis. These genomic fragments were used for 
the TAR (Transformation-Associated Recombination)-cloning in yeast cells. Lots of positive clones 
were obtained, and these clones were checked by several methods. Whole sequences of the insert of 
several positive clones were analyzed by the Illumina sequencing method. As a result, there was 
almost no mutation in these inserts, thus this method would be useful for cloning of bacterial 
genomes.

研究分野：細菌ゲノム学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難培養細菌（難培養性細菌・未培養細菌）と呼ばれる細菌は、培養が不可能もしくは非常に困難な細菌である。
難培養細菌は決して珍しいものではなく、環境中の微生物の99%以上は培養できないことが明らかとなってい
る。細菌のゲノムを自在に改変する技術はいくつか報告されているが、難培養細菌に応用できるものは限られて
いる。本研究では細菌ゲノムを丸ごとクローニングして配列を改変することで、難培養細菌の遺伝子を改変する
ことを目指し、そのための全ゲノムクローニングを行った。得られた結果は、今後の細菌ゲノム研究の発展に寄
与すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 難培養細菌（難培養性細菌・未培養細菌）と呼ばれる細菌は、培養が不可能もしくは非常に
困難な細菌である。難培養細菌は決して珍しいものではなく、近年のメタゲノム解析などの台
頭により、環境中の微生物の 99%以上は培養できないことが明らかとなり、これにより新たな
微生物像が浮き彫りとなった。これらの難培養細菌は、その全ゲノム配列を決めることで多く
の知見が得られる一方で、遺伝子のノックアウ
トや過剰発現ができないという技術的な欠陥の
ため、その遺伝子の機能についての確実な証明
はほとんどされていないのが現状である。 
 加えて近年、合成生物学の分野において、細
菌のゲノムを大規模に再構成する手法が開発さ
れた。マイコプラズマという細菌を用いた例を
挙げると、メガベース単位のゲノムを出芽酵母
の細胞内において組み上げる手法(1)、溶液中で
数百キロベースの DNA をアッセンブルする手
法(2)、細菌の環状ゲノムを異種の細菌の細胞へ
とゲノム移植する手法などが開発されている
(3-6)。これらの新手法は、全ゲノムレベルの
DNA を操作・改変する上で画期的かつ利用価
値の高いものであり、細菌の研究を大きく進展
させ、新たな知見を加速度的に生み出す手法と
して期待される。これらの研究の中で、「ゲノム
移植によってドナー細菌の性質をレシピエント
細菌へと完全に付与できる」という興味深い知
見が得られている（図１）。具体的には、ドナー
細菌の増殖速度・コロニー形状・タンパク質の
発現様式・膜タンパク質のレパートリーなどの
すべての性質がレシピエント細菌へと付与され、
移植後の細菌はドナー細菌とまったく区別がつかなくなった(6)。この知見は、細菌が持つ多く
の性質を、ゲノム移植によりすべて付与できるという好例である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、近年開発された「全ゲノム操作技術」を応用することで、難培養細菌のゲノムク
ローニングおよびその操作を行うことで、その遺伝子操作系の開発を目指すことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 1 メガ bp 超のゲノムをクローニングするための酵母人工染色体（Yeast Artificial 
Chromosome: YAC）ベクターはすでに米国のベンター研究所において開発されているため、
これを用いる(3)。クローニング対象とする菌株は、ファイトプラズマとスピロプラズマを用い
る。これらの全ゲノムはすでに解読されている。これらの難培養細菌を選んだ主な理由は、非
常に興味深い生命現象を司るため、それらの解明が期待される点であり、加えてこれらのゲノ
ムサイズが小さいこと（すべて 1 Mbp以下）も理由の１つである。 
 クローニングには TAR (Transformation-Associated Recombination) cloningという手法を
用いるため(7)、量の少ない難培養細菌ゲノムでも十分にクローニング可能である。クローニン
グの確認には、 Junction PCR, Multiplex-PCR(8), パルスフィールドゲル電気泳動
（Pulse-Field Gel Electrophoresis）等を用いた。得られたクローンの塩基配列の解読には、
Illumina社による次世代シーケンスを用いた。その後、酵母内における塩基配列の改変技術で
ある TREC(9)、TREC-In(10)、CRISPR/Cas9(11)を用いてベクター領域の改変を行った。 
 
４．研究成果 
（１）クローニング 
 スピロプラズマの全ゲノムをクローニングするため、まずゲノムを rare-cutter の制限酵素
である SfiI, I-CeuI, AscI等によって切断し、バンドパターンをパルスフィールドゲル電気泳動
によって確認した。次に、これらの切断断片を TAR cloning法を用いて酵母細胞内にクローニ
ングした。インサートのサイズは、218, 153, 406, 346, 1,123 kbpの５パターンである。すべ
ての断片についてポジティブなクローンが得られた。 
 
（２）クローンの選抜 
 次にこれらのクローンを選抜すべく、まず Junction PCRを行った。Junction PCRとは、
インサートとベクター間の領域を増幅する PCR を酵母のコロニーに対して行うことで、簡便
に陽性クローンを調べる手法である。その結果、ほとんどのコロニーに狙ったインサートが入
っていることが確認された。次にこれらのクローンの確認のためマルチプレックス PCR を行
い、インサート全長の有無を確認した。その後、ポジティブなクローンに対して、制限酵素処



理およびパルスフィールドゲル電気泳動を行い、インサートのサイズを確認したところ、多く
のクローンにおいて正しいサイズのインサートを含むことが分かった。 
 
（３）クローンの塩基配列の確認 
 次にインサートの塩基配列を解読するため、インサートを含む YAC を抽出し、次世代シー
ケンス解析を行い、元のリファレンスゲノムへとマッピングを行った。その結果、インサート
には塩基配列の変異はほとんど認められず、正しい配列がクローニングできていることが分か
った。 
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